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摘要 :目的 制备 抗 小 鼠 ZP2(mZP2) 抗 体 并 研究 抗 血清 的 免疫 活性 。 方 法 利用 Rosetta 和 宿主 菌 诱导 表达 mZP2 重 组 蛋白 ,电泳 
分 离 重 组 ZP2 和 蛋白 , 切 胶 制 备 免疫 抗原 ;利用 乳化 抗原 主动 免疫 新 西 兰 雄 免 制 抗 血 清 ;通过 ELISA 测 定 抗体 应 答 水 平 ;以 免疫 组 
化 测定 抗 血 清 特异 性 ;通过 精 卵 结合 实验 检测 抗 血清 对 小 鼠 卵 子 结合 项 体 反应 后 精子 的 影响 。 结 果 ELISA 结 果 说 明 用 重组 蛋 
白 免 疫 新 西 兰 雄 免 诱发 产生 了 抗 血清 。 免 疫 组 化 实验 证 明 抗 血清 与 小 鼠 卵 梨 透 明 带 发 生 了 特异 性 反应 , 精 卵 结合 实验 显示 抗 
ZP2 抗 体能 抑制 顶 体 反应 后 精子 与 卵子 结合 。 结 论 重组 mZP2 和 蛋白 诱发 产生 了 抗 ZP2 抗 体 ,抗体 能 抑制 项 体 反 应 后 的 精子 与 


久子 结合 。 
关键 词 :小 鼠 卵 透明 带 mZP2; 抗 血清 ;免疫 组 化 ; 精 卵 结合 
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Abstract: Objective To prepare rabbit anti-mouse zona pellucida 2 (mZP2) polyclonal antibodies and test their 
immunoactivity. Methods Recombinant proteins of mZP2 expressed in Rosetta transformant was separated by SDS-PAGE, and 


the gel strips containing the recombinant mZP2 were cut out and emulsified to immunize New Zealand white rabbits. The 
antibody response of the antiserum was detected by ELISA, and the specificity of the antiserum was verified by 
immunohistochemical assay. The effect of the antiserum on the binding of oocytes with acrosomal reacted sperm was tested by 


sperm-egg binding assay. Results ELISA results showed that the immunized rabbit produced anti-mZP2 antiserum. The 
antiserum reacted specifically with the zona pellucida of mouse ovarian sections. Sperm-egg binding assay showed that 


treatment of the oocytes with the anti-mZP2 antiserum caused decreased binding of zona pellucida with the acrosomal reacted 
sperm by 43.7%. Conclusion We obtained rabbit anti-mouse ZP2 polyclonal antibodies that can inhibit the binding of oocytes 


with acrosomal reacted sperm. 
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哺乳 动物 卵 透明 带 (zona pellucida, ZP) 是 覆盖 于 
卵 母 细 胞 及 着 床 前 受精 卵 外 的 一 层 糖 蛋白 基质 。 小 鼠 
卵 透 明 带 和 人 类 的 相似 ,由 2ZP1、ZP2、ZP3 三 种 糖 蛋 白 
组 成 。 

传统 观点 认为 ,ZP3 是 第 一 精子 受 体 和 项 体 反 应 的 
诱导 物 ,ZP2 是 第 二 精子 受 体 参与 精 卵 识别 过 程 ,能 
顶 体 反应 后 的 精子 结合 。 因 此 ,早期 研究 主要 集中 在 
ZP3。 但 是 , 近 几 年 的 研究 实验 显示 ZP2 在 精 卵 识别 起 
到 很 关键 的 作用 。 重 组 人 ZP2 39-154 肽 段 则 可 抑制 人 
精子 与 透明 带 结合 " ,小 鼠 ZP2 的 35~637 肽 段 能 够 造成 
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其 免疫 不 育 "。 用 重组 人 ZP2 肽 段 免 疫 狂 猴 和 独 独 , 均 
导致 明显 的 免疫 不 育 效果 ”。 用 在 E.coli 中 表达 的 重组 
帽 猴 ZP 和 蛋白 (包括 ZPL1 和 ZP2) 免 疫 雌 性 帽 猴 , 也 导致 
生育 率 明显 降低 %。 重 组 mZP2 121-140 肽 段 诱 发 的 抗体 
能 与 小 鼠 卵 梨 透 明 带 特异 结合 并 降低 小 鼠 的 繁殖 力 汪 ， 
说 明 ZP2 在 受精 过 程 中 其 着 重要 的 作用 。 

Dean 等 进一步 将 人 类 的 ZP1.ZP2.ZP3 或 ZP4 基 
因 导 入 小 鼠 , 分 别 得 到 产生 含 人 ZP1、ZP2、ZP3 或 ZP4 
的 小 鼠 透 明 带 艇 合体 5"。 这 种 用 人 的 特定 ZP 和 蛋白 取代 
小 鼠 自身 ZP 和 蛋白 的 转基因 小 鼠 实 验 显示 ,人 类 精子 只 
结合 谋 入 人 ZP2 的 转基因 小 鼠 的 透明 带 , 而 且 , 扔 合 人 
ZP2 的 透明 带 在 受精 后 仍 能 保持 与 精子 结合 “。 定 点 突 
变 消除 小 鼠 ZP2 的 切割 位 点 ,该 ZP2 突变 的 透明 带 在 受 
精 后 能 保持 与 精子 的 结合 ”"。 说 明 小 鼠 ZP2 在 精 卵 结合 
中 起 关键 作用 。 

近年 来 的 研究 突显 ZP2 的 重要 ,有 待 深入 人 研究。 我 
们 近年 的 研究 发 现 , 与 许多 其 它 动物 的 透明 带 相似 ,小 
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鼠 卵 泡 的 颗粒 细胞 也 参与 ZP2 的 发 生 ”。 


片 。 用 PNA-FITC(Sigma) 和 Hochest(Sigma) 同 时 对 精 


抗体 是 研究 透明 带 生化 特性 和 功能 的 重要 工具 , 通 
过 基因 工程 表达 透明 带 蛋 白 是 制备 抗体 简便 有 效 的 途 
径 ,但 国内 实验 室 主要 探讨 表达 生产 ZP3" ,很 少 人 研究 
ZP2。 目 前 还 没有 报道 国内 其 它 实验 表达 ZP2 和 蛋白 ,更 
没有 制备 抗体 。 为 了 对 ZP2 的 功能 进行 更 深入 的 研究 ， 
制备 ZP2 抗 体 很 必要 和 迫切 。 


1 材料 与 方法 
1.1 抗原 的 制备 

参见 文献 [15] 方法 利用 Rosetta-gami(DE3)pLySS 
菌株 体外 表达 重组 小 鼠 ZP2 肽 段 mZP22555, 取 重组 质 
粒 mZP2 转 化 菌 和 Rosetta 宿 主 菌 的 超声 裂解 上 清 进行 
SDS-PAGE 电 泳 分 离 目的 蛋白 。 通 过 染色 对 照 ,从 凝 胶 
上 切 下 目的 蛋白 所 在 位 置 的 胶 条 ,对 照 菌 裂 解 上 清 电泳 
分 离 后 在 对 应 位 置 切 下 胶 条 , 称 重 ,在 冰 上 研 钵 内 人 研磨 
直至 凝 胶 为 均匀 的 细小 颗粒 ,再 按 质量 体积 比 1:1 加 入 
PBS 和 等 体积 的 弗 氏 佐 齐 乳化。 首次 免疫 使 用 弗 式 完 
全 优 剂 ,强化 免疫 用 弗 式 不 完全 优 剂 。 

1.2 免疫 方法 

分 别 用 目的 蛋白 腕 和 对 照 胶 的 乳化 抗原 通过 皮下 
多 点 注射 途径 免疫 新 西 兰 雄 锡 (实验 组 和 对 照 组 )。 首 
次 免疫 剂量 合 重 组 抗原 大 约 1 mg。2 周 后 强化 免疫 ,以 
后 每 隔 1 周强 化 免疫 1 次 , 共 4 次 ,每 次 剂量 约 含 重组 抗 
原 0.5 mg。 每 次 免疫 前 都 从 耳 缘 静脉 采血 ,分离 血 
清 ,-20 %C 保 存 备用 。 停 止 免疫 1 周 后 心脏 采血 分 离 血 清 。 
1.3 ELISA 检 测 抗 血清 及 其 效 价 

以 分 离 的 重组 蛋白 为 包 被 抗原 包 被 ELISA 板 , 重 
组 蛋白 调整 浓度 至 $ ng/ 孔 。ELISA 检测 免 血 清 时 , 实 
验 组 和 阴性 对 照 组 抗 血清 分 别 按 1:5000 稀 释 , 二 抗 用 1 
:10 000 稀 释 的 羊 抗 免 IgG- HRP( 武 汉 博 士 德 公司 )。 
以 Dsw 值 为 Y 轴 ,以 免疫 采血 次 数 为 X 轴 来 绘制 抗 重组 
抗原 的 IgG 抗 体 反应 曲线 。 

取 ELISA 检测 反应 强度 最 强 的 末次 免 血 清 按 1: 
5000~1:160 000 稀 释 6 个 不 同 的 倍数 梯度 作为 一 抗 , 按 
1:10 000 稀 释 羊 抗 锡 IgG- HRP 作 为 二 抗 ,测定 Dw 值 。 

1.4 免疫 组 化 检测 抗 血清 特异 性 

将 象 抗 ZP2 血清 依次 稀释 1:100.1:500.1:1000\1 
:2000、1:5000、1:10 000 6 个 倍数 ,分 别 覆 盖 于 小 鼠 多 
梨 切 片上 ,对照 组 切片 加 对 照 免 血清, 放 和 人 湿 盒 中 在 
37 % 放 置 5S h。 洗 涤 后 继续 孵育 CY3 标 记 的 羊 抗 免 TgG 
(Sigma)。 在 荧光 显微镜 下 观察 卵 策 切片 的 染色 情况 。 
1.5 孕 酮 请 导 精 子 顶 体 反应 

将 获 能 后 的 小 鼠 精 子 分 成 两 组 ,对 照 组 加 入 
DMSO, 实 验 组 加 入 终 浓度 为 25 hmolL 的 孕 酮 (广州 明 
兴 制 药 厂 ) ,诱导 顶 体 反应 1 h。 用 PBS 清洗 精子 后 涂 


子 的 顶 体 以 及 精子 核 进行 双 标 记 。 在 荧光 显微镜 下 观 
察 精子 的 着 色情 况 。 
1.6 精 卵 结合 实验 

用 PMSG( 宁 波 第 二 激素 三 ) 和 HCG( 丽 珠 药 业 ) 对 
昆明 小 鼠 促 排卵 , 卵 母 细胞 分 成 两 组 ,对 照 组 卵 转移 到 
含 对 照 兔 血 清 的 微 滴 中 ,实验 组 卵 转 移 到 含有 免 抗 
mZP2 抗 体 的 培养 微 滴 中 ,血清 稀释 200 倍 ,CO, 培 养 箱 
中 孵育 1h 后 ,将 两 组 卵 母 细 胞 分 别 移入 新 的 M2 培养 
液 中 以 洗 去 卵子 上 残余 的 抗体 。 分 别 加 入 诱导 项 体 反 
应 后 的 精子 悬 液 各 20 岂 , 放 入 CO, 培养 箱 中 精 卵 结 
合 1h。 在 体 视 镜 下 将 卵子 移 人 新 的 M2 培养 液 滴 中 洗 
去 游离 的 精子 。 将 每 个 卵子 ( 含 其 上 结合 的 精子 ) 分 开 
放 入 一 小 滴 PH 2.0 的 乳酸 溶液 消化 透明 带 。 在 10x20 
售 镜 下 计数 从 卵子 上 脱落 下 来 的 精子 , 即 为 卵子 结合 的 
精子 数 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 免疫 免 的 抗体 滴 度 

取 通 过 ELISA 检 测 结果 显示 ,7 次 所 采 的 实验 组 和 
对 照 组 兔 血清 , 随 免疫 次 数 的 增加 ,实验 组 抗体 反应 强 
度 不 断 上 升 , 第 4 次 免疫 后 反应 强度 显著 提高 。 对 照 组 
免 血 清 的 免疫 反应 没有 明显 变化 (图 1)。 
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图 1 ELISA 检 测 免 疫 动物 的 抗体 反应 
Fig.1 Detection of antibody response by ELISA. 


取 反 应 强度 最 强 的 末次 免疫 兔 血 清 来 检测 抗 血 
清 效 价 , 抗 血清 分 别 按 1:5000,1:10 000,1:20 000,1: 
40 000,1: 80 000,1:160 000 六 个 不 同 的 倍数 梯度 稀 
释 ,通过 间接 ELISA 检 测 相 应 的 D 值 如 图 2。 显 示 即 抗 
体 滴 度 达 到 20 000。 
2.2 抗 mZP2 抗 体 与 卵 梨 切 片 透明 带 的 反应 

用 1:100.1:500.1:1000.1:2000.1:5000 1:10 000 
6 个 稀释 度 的 免 抗 mZP2 抗 血清 分 别 贱 育 小 鼠 卵 梨 组 织 
切片 ,而 后 加 入 CY3 标 记 二 抗 ,免疫 荧光 实验 结果 显示 ， 
实验 免 抗 血清 特异 地 结合 小 鼠 卵 梨 组 织 切 片上 的 透明 
途 成 分 ,并 且 随 着 血清 稀释 倍数 的 增加 , 交 光 着 色 程 度 
逐渐 减弱 ,抗体 稀释 5000 倍 时 仍 有 荧光 显 色 ( 图 
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图 2 ELISA 检 测 抗 血 清 效 价 图 
Fig.2 Titration of the antiserum by ELISA. 


3A~E) ,普通 兔 血 清 没 有 与 卵 梨 组 织 发 生 特异 反应 (图 
3F)。 显 示 免 疫 免 血 清 产生 了 能 特异 结合 卵巢 透明 带 的 
抗 mZP2 抗 体 。 
2.3 抗 血清 影响 顶 体 反应 后 的 精子 与 卵子 结合 

如 图 4 所 示 ,精子 标本 经 PNA-EFITC 和 Hochest 双 
染色 后 , 兰 色 严 光 显 示 精 子 核 ,绿色 欧 光 显示 呈 弯 月 形 
的 精子 项 体 。 未 经 孕 酮 诱导 的 对 照 组 ,大 部 分 精子 可 显 
示 兰 色 精 子 核 和 对 应 位 置 的 绿色 项 体 , 项 体 区 域 绿色 迈 
光 呈 这 月 形 ( 图 4A,B)。 用 孕 酮 处 理 后 ,许多 兰 色 精子 
头 缺 少 对 应 的 绿色 葡 光 ,或 者 绿色 殉 光 变 浅 ,表明 精子 
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图 3 小 鼠 卵 梨 石 蜡 切 片 与 不 同 稀释 倍数 的 抗 血清 的 免疫 荧光 反应 
Fig.3 Immuno-fluorescence assay of mouse ovarian sections reacted with anti-ZP2 antisera at dilutions of 1:100 (A), 1: 500 
(B), 1:1000 (CO), 1:2000 (D), and 1:5000 (E) and with control rabbit serum diluted at 1:100 (FP). 


顶 体 发 生 顶 体 反应 (图 4C,D)。 初 步 统计 ,用 孕 酮 诱导 


桌 的 透明 市 区 出 现 了 特异 性 的 严 光 , 灾 光 强度 随 血清 稀 


过 顶 体 反应 之 后 的 精子 AR 率 可 达 39%, 明 显 比 对 照 组 
精子 的 顶 体 反应 率 高 (P<0.001)。 

用 孕 酮 诱导 项 体 反应 后 的 精子 分 别 与 对 照 兔 血清 
和 和 免 抗 mZP2 抗 血清 孵育 后 的 卵子 共 培 养 后 ,两 组 卵子 
结合 精子 的 数目 也 有 明显 差异 (图 5)。 用 对 照 血 清 处 理 
的 卵子 结合 AR 精子 数 为 每 个 卵子 143.8+6.126(n=32)， 
用 实验 组 抗 血清 处 理 的 卵子 结合 AR 精子 数 为 每 个 卵 
子 80.9+3.461(n=28) ,结合 的 AR 精子 数 明显 减少 (Ps 
0.05, 表 1)。 说 明 抗 ZP2 抗 体 减 少 卵子 结合 AR 精子 数 。 


3 讨论 

本 文选 取 了 300 多 个 氨基 酸 的 小 鼠 mZP22 355 肽 段 
免疫 新 西 兰 雄 人 兔 制 备 抗体 ,初步 研究 其 免疫 原 性 ,经 
ELISA 检 测 ,抗体 滴 度 一 直 随 着 免疫 次 数 的 增加 不 断 上 
升 , 抗 血 清 的 抗体 滴 度 达到 20000。 

兔 抗 mZP2 抗 血清 分 别 狼 育 小 鼠 卵 集 组 织 切片 , 卵 


释 倍 数 增加 而 减弱 ,对 照 的 善 通 血清 则 没有 出 现 荧光 反 
应 ,说 明 抗 血 清 含 与 卵 透 明 带 特异 结合 的 抗体 。 提 示 表 
达 的 ZP2 重 组 蛋白 有 人 免疫 原 性 ,已 诱发 产生 了 抗 ZP2 抗 
体 , 获 得 满意 的 免疫 效果 ,为 下 一 步 ZP2 的 功能 研究 打 
下 了 基础 。 

经 典 理论 认为 ,ZP2 是 第 二 精子 受 体 ,能 与 顶 体 反 
应 后 的 精子 结合 ""。 我 们 的 预 实验 也 显示 ,该 抗 血清 孵 
育 小 鼠 卵 细胞 后 ,对 精 卵 结合 没有 明显 影响 。 但 用 孕 柄 
诱导 顶 体 反 应 后 的 精子 分 别 与 对 照 兔 血清 和 人 兔 抗 
mZP2 抗 血清 孵育 后 的 卵子 共 培 养 后 两 组 结合 AR 精子 
数 出 现 了 明显 差异 ,孵育 抗 ZP2 抗 体 组 的 卵子 平均 每 个 
卵子 结合 AR 精子 明显 少 于 旷 育 对 照 血清 的 卵子 平均 
每 个 卵子 结合 AR 精子 数 ( 表 1, 图 5$) ,说 明 抗 ZP2 抗 体 
减少 卵子 结合 项 体 反应 后 精子 的 数量 。 

但 是 , 抗 血清 孵育 卵子 后 , 没 能 完成 阻止 诱导 项 体 
反应 后 的 精子 与 卵子 结合 ,也 即 孵育 抗 ZP2 抗 体 后 的 卵 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(4): 522-525 。525 。 


BE Bs 
图 4 PNA-FITC 和 Hochest 双 标记 小 鼠 精 子 的 免疫 荧光 
Fig.4 Fluorescenes of sperm double-labeled by PNA-FITC and Hochest. A, B: 


Control sperm labeled by blue fluorescence (A) and green fluorescence (B); C, D: 
fluorescence(C) 


Progesterone-treated sperm labeled by blue & green 


fluorescence (D). 


A 
图 5 抗 ZP2 抗 血清 处 理 对 精 卵 结合 的 影响 


Fig.5 Binding assay of sperms with oocytes treated with control rabbit 
serum (A) or with anti-mZP2 antiserum (B). 
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